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論文内容の要旨
(目的)
血小板からはATP， ADP，セロトニン等が放出される。乙の放出反応は凝集反応とともに，血栓形成
・止血に大きな役割を果たす乙とが知られている。その全過程を連続的に追跡する乙とは，血小板の放
出反応機構を解明するために基本的に重要であるが，方法論的な困難のために現在までは放出物質の最
終総量を測定するに止まっていた。本研究では，血小板から放出されるATPをホタル・ jレシフエラーゼ
・ルミネッセンス法で連続測定し， ATP放出量曲線を求める方法について考察した。
(方法ならびに成績)
① 実験系の概要
ケミルミネッセンス測定装置付き血小板凝集計(クロノログ社製ルミアグリゴメータ)の測定セルに，
ホタル・ jレシフエラーゼ酵素系を混入した洗浄血小板浮遊液を入れ， コラーゲンを加えると血小板か
らATPが放出され，これを基質としてこの系は発光する。連続的に測定された発光強度曲線の全過程を
以下のようにATP消費や生成物阻害を考慮して解析することで，血小板のATP放出量曲線を得ることが
できる。
② 放出ATP濃度の計算法
血小板からATPが放出されると測定セ jレ内では次のような反応が進行する。
血小板一一→ ATP 一一→ケミノレミネッセンス
放出反応 ルシフエラーゼ反応
また， }レシフエラーゼ反応はミハエリスーメンテン型の酵素反応であり，次式で表現される。
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E + A TP+ LH 2 + Mg2+ ご E ・ LH 2 ・ AMP + MgZ+ + PPi 
E. LH2 ・ AMP + O2 一一宇 E + CO2 +AMP +オキシ jレシフェリン+光
(E : )レシフエラーゼ， LH 2 :)レシフェリン)
①の実験系では， ATP以外の基質が大過剰であること，生成物のオキシノレシフェリンが非桔抗的阻害物質
である乙と，放出ATP量(約10μM) はミハエリス定数 (Km: 150μM)より充分小さい乙とを考慮す
ると，
Ct = St + It 
Vmax ・ St
Vt = 
It Km( 1 +:;.} 
f主1
となり，乙れから次式が導びかれる。
V t /.. It 
Ct = v ( 1 +応) + lt
Vmax 
Km 
乙乙で， Ct 
St 
It 
:時間 t までに放出されたATPl濃度
:時間 t における測定セル内のATPl濃度
:時間 t におけるオキシノレシフェリン濃度
V t : )レシフエラーゼ反応速度
Vmax: その最大速度
Km :ミハエリス定数
Ki :阻害定数
である。
したがって，あらかじめ既知濃度のATPl溶液を使ってVmax/Km， Kiを求めておけば，各時間の実測
値 Vt と It (時間 t までの Vt の積分値)を乙の式に代入する乙とで，反応の全過程で放出ATPの濃度
Ctを求めることができる。
③ 実験結果の検討
①の実験系で得られる発光強度曲線はs S字状l乙急上昇したあとATP消費と生成物阻害のため減衰傾向
を示す。しかし，乙れから②の解析法で求められるATP放出量曲線ではとのような乙とが起乙らないG
放出反応の途中で部分標本を採り. Devidの方法で'ATP量を定量すると，両方の結果は良〈一致するa
乙の乙とから霊先 i乙仮定した反応機構と，それに基づいて得られる補正曲線は 正しいATP放出量曲線
を与えるものと考える乙とができる。
(総括)
放出反応とともに血小板の重要な生理機能の一つに，凝集反応がある。その反応過程を凝集魂に取り
込まれていない遊離血小板数の減少で追跡し，詳細な検討を加えてみると，指数関数的な減少経過をた
どる場合と，そうでない場合がある。乙れは，血小板の内部環境と血紫成分等の外部環境が，凝集反応
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速度のみならず，凝集反応機構にも影響をおよぼす乙とを示唆している。
放出反応においても，同様の速度論的検討を加えて放出反応機構を解明するためには，その全過程を
定量的かっ連続的に追跡する この解析法が有用な子段のーっとなるであろう。
論文の審査結果の要旨
本研究は，従来，方法論的な困難のために，放出ATPの最終総量のみしか知ることのできなかった血
小板ATP放出反応で，その全過程を追跡する解析法を，初めて提示したものである。また，この解析法
の実用性については，充分の検討がなされている。したがって，放出反応機構の生理学的解明や，各種
疾患における血小板機能の変化の把握など，将来，大いに利用できるものであり，医学の進歩に貢献す
ると乙ろ，少なくないものと認める。
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